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35 Zusammenf assung 

Die Erfindung betrifft ' liposomale For*ulierungen zur Herstellung 
exnes injizierbaren Depots . von Peptid- " und Proteinwirkstof fen zur 
langanhaltenden/Freisetzung und Wirkung in einem Saugerkorper 
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Stand der Technik 



5 schnlll ^J"*""*" 1 "*'- i- KOrpe, nach Applikation aehr 

zchnell abgebaut Oder ausgeschieden und Wiesen daher durch 
.wxederholte Indektionen verabreicht warden. oW die ..patient 
co^ance- zu erhehen wird ein geeignetes Deliverysysten, benotigt, 
das den Wl rkstof t lm KOtp ^ v?r ^ ^ ^ ^ ^ 

,0 dl ! t f Utbahn £rel9lbt - ^u . warden Depotsystez,e ; eingesetzt. " 

10 SUbkutan nrlpr -i v, < . i^.n .... 



die 



werden . 



aubkutan Oder intramuskular: indiziert Oder iaplantiert w 6 
Lzposoz,en aind eine a, S gliche Form einez . aplchen Tragersyetez*. sie 
srnd .aufgebaut aus alner . Oder z,ehreren Lipid-Doppelzchichten und. 

>iK"r k '" ihrSm W8SSrigeS in welches 

.^"r * llCh * SUbStSn2an eingeachlosaen warden konnen. m : die 
hzpzd-Doppelschicht konnen lipophile Substanzen eingabaut. warden. 

SchrizTT' M - " <2000) 155 " 166 - *» *~ ° S 5766627 
* ^ ' AUt ° ren """^eaikulare Aggregate aua L iposo m en 

20 v ^" leI;bar f S ^"Vstem fur Insulin. Lauprolide und Enkephalin 
20 vorgastallt. die durch ainan Doppele^ulsionsprozesz gawonnan werden 

Wagen des . Zuaatze a unpolarer Triglyceride sind diese 

" L;r T A9gregate nioht ais wp ™ im —«-' i*— 

aufzufaesen, da dre Triglyceride keine Bilayerme^branan bilden und 
mcht ln seiche eingebaut warden. Hachteilig. ls t weiterhin die 
Nutzun^einer put' Wasser . nicht miachbaren Olphasa zur Herstellung 

'fuLt I" T ' lnSbe "* . Hinachluaa grSzserer Procaine 

fuhrt das zur Danaturiarung .an der Grenzflacha. Ebenso stallen Paste ■ 
organischer Losungsmittel • ein ni'r.*,* 
regulatorisches Problem dar. 

FOr Depotsyate»e finden nach •• da* stand der Technik L ipozo n en ■ 
Varwendung. dze aua neutralan. anionischen. oder PEG-Lipiden 
zusaz»zengeeetzt sind. etwa in der wo 9920301 for ain Depot von V- 
Interferon in Diabetes. 31 ,„„,. 506 . 511 fflr ^ ^ J 

Insulzn; werterhin in Proc. Natl. Acad. Sci. 88 U99X, . 10440-10444 - 
zur Vakzinxerung. , 

in BBA 1328, ,1997,. 261-272 werden verschiadane liposome Syztez* 
(unilamellar und zzaltiWlar, aua Ei-PC. Ei-PG, DPPC. DPPG. p s ^ 
Choleaterol auf deren Aufnah.he ins bynphsyataz, und der Bioverteilung 
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sub^taner Gabe bin untersucht. Der 
£u 9 PeHvery Reviews 50 »ooi, . 143-15. scbaiesat an Zlt 

* US — Depot in die L^phe auswandem. 

Bach de„ staid der Tecbni* warden neutral'e : und negativ g eladene 
Lrposo.nen fur li posoln a ae Depotsyste,,* . verVendet Die J™ 

eine M i„de, Cg r Ss ee aufweieen. « in die ™ ' 
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:• Die Herstellung grower Liposoxnen von deutlich znehr als ISOnm 1st 

s^rtr^ r iatori * chen ---- 

rtifcelnll, wOnschenswerte sterilf iltration der 

^ rtxkel nach deren .Herst.Hung nicht mehr m6 glich. 

Aufgabe der Erfindung . war • es ■ ♦ 
. W.^lierun.en L^^T' • Z" \ 

Freisetzunc, , des wirkstoffea fiber, mindestens eine^oche ^rreicheT 

. -S^^^T^--^— ~— - e ne 

guce vertraglachkezt im Organismus aufweisen. 



Zusammenfassung der Erfindung 




Die Aufgabe wird geiast durch die Formal ierung der Wirkstof^ • 

^ ne^ ^ ^jr^Lrzr^ 

• ^erstitiair^i^ ^ ^ ^^^an £ 
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• Ausftihrliche Beschreibung der fir f inching' 

in. einer bevorzugten Ausfuhrung der vorliegenden Erfindung werden 

5 WT'l^ -f^*'— ^ionischen Lipids aufgebaut 

srnd. .is liposomes Depotsystem fur die' verzegerte Freisetzung von 

Set; — PePtidSn Pr ° teineft ~ -lessen 

ber Review-Artikel ? . Pharm . Sci .\ „• (3) / M7 .^ 2000 giJjt 
absolute Bxoverfugbarkeiten verschiedan groGer Peptide und Proteins 

™z:TT ei Appiikati ° n -« Headset :: 

. szkn f.kante. Verringerung der . Bioverf ugbarkeit beobaohtet wird 
Dep.tsys.teme, far Membranproteine , fallen • nicht unter £ 

' IPS ; ' h ^ aPeU " SChe ^"e 'und Prcteine in, KOrper '. sehr schnall 

reievanten Pep;^; ma "rote to A T f " - 

„ ne ' aeren Analoga, zugehdrige Peptide 

Fragment. mhibitoren und Anatagonisten, Lassen- 

20 TTTr rr h factors 

gaz«na,. Calgxtonine. Insulin-like growth faotora. (IGF-1, XGF-2, 
Parathyroid hormone, GranUlozyten- stimulierender Factor (GCSF, 
. Granulozyten-Hakrophagen stimulierender Factor (GHCSF, , Makrophagin ■ 
■ st^erander Faktor <«CSF, , Brythropoetin, Xnsuline. Amy^ne 

^dLtt ' "-'^'-^ Somatostatin. Angiostatin 

H?'^' °=treotid.- Gonadotropin releasing hormone (GNRH) 
^uteinzzzng hormone releasing, borons (LHRH) und wirksama AgonZen 
«. uauprolidaoetat, Buserelin, Goserelin. Tripsin, Platelet 

30 -T2 faCt0r '' - (Z.B. Factor mi 

^1 n, ' s ^™-tin-A*tiv,toren, " .<*webe : ■ ' Platen 
Aktxvatoren, Streptokinase, Vasopressin, .^idipeptide (MD P, . 

tc^P E na T faCtOT ' C « 1 = it « i » ^related Peptid 

3' fv"r in K r ePha " ne - m " id -- vaaoaktives inteetinales 

. (FGF) ( Growth hormone ■ releasing hormone (GEH) , Bone 

^rphpogenetie . proteins .HHP,. Antikarpar ^ . Antik^erfragmTe 

Herpes V ta9menCe ' ^"^^ > » — Peptid' T Amide, 

Herpes Vzrus Inhibitor-, virus Heplikations Inhibitions Faktor, 
Antxgene und Antigen£r.gmente; . losliches CD4 , ACTH und Fragments ■ 
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Angxotensine, .und ACE Inhibitbren, Bradykinin (BK) , Hypercalcemia 
pnalignancy factor (BTH like adenylate cyclase-stimulating protein) 
beta-casomorphins, c.hemotactic peptides '< and inhibitors 
corticotropin releasing factor (CRF) , caerulein, cholecystokinins + 
Fragmente und Analoga, Galanin, gastric inhibitory polypeptide 
(GIP), gastrins, gastrin releasing peptide (GRP) , motilin, PHI 
Peptides, phm peptides, peptide YY, secretins, melanocyte 
stimulating hormone (MSH) , . neuropeptide Y (NPY) , neuromedins, 
neuropeptide K, neurotensins, phosphate acceptor peptide. (c-AMP 
protein kinase substrates), Oxytocine, substance P, TRH - sowie 
Fragmente, Analoga und Derivate dieser' Stoffe. . 



^JKt**' Peptiden Proteinen sind auch Kohlenhydrate wie z.B. 

" ^tP Parin ftir diese Erfindung r f elevante Wirkstof fmolekule 

15 . • 

• Far die-Herstellung .der Liposomen -.werden hach dem Stand der Technik 
etablierte Verfahren, wie Extrusion durch Polycarbohat-Membranen, 
Ethanolinjektion oder Hochdruckhomogenisation verwendet., ' 

i 

20. Als Liposomenbildner kommen taembranbildende und membranstandige 
Lxpxde in Frage, wobei diese natOrlichen oder synthetischen 
• Ursprungs sein k6nnen. Hierzu zahlen insbesondere Cholesterol und 
Derxvate, Phosphatidylcholine, ' Phosphatidyls thanolamine als neutrale 
. Lxpide'. .Besonders./bevorzugt werden die vollstandig gesattigten 
.25 Verbindungen dieser Klasse verwendet, wie beispielsweise . die 
^^^imyristoyl-, Dipalmitoyl- oder . ' Dis tear oyl- derivate ' der 
^^Phosphatidylcholine und Phbsphatidylethanolamine. 

30 Kationische . L ipi d e Z ur Ausfuhrung . der Erfindung ' umfassen 
beispielsweise: , 

i 

DAC-Chol 3-P-[N-(N.N'-dimeth y iaminoethane) carbamoyl] cholesterol 

DC-Choi 3-p-[N-(N', N '.-dimethylaminoethane) carbamoyl.] cholesterol 

35 TC-Chol 3-P-W-«' # *'., N'-trimethyiaminoethane) carbamoyl] 

cholesterol , 

BGSC Bis-guanidinium-spermidine-chplesterol. 
BGTC Bis -guanidinium-tr en-cholesterol. 
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DOTAP (l.,2-dioleoyloxypropyl)-N f N,N-trimethylainmonium chlorid 

DOSPER (l.,3-dioleoyloxy-2- (6-Carboxy-spermyl) -propylamid) 

DOTMA (1 , 2-dioleyloxypropyl) -N,N,N-trimethylainmoni\jm chlorid) 

(Lipofectin®) 

DORIE (1 , 2-dioleyloxypropyl ) -3 dimethylhydroxyethyl ammoniumbromid) 
DOSC (l,2-di6leoyl-3-succinyl-sn-glycerl chplinester) 

DOGSDSO (1, 2-dioleoyl-sn-glycero-3-succinyl-2hydroxyethyl ' disulfide 
ornithin) 
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DDAB Dimethyldioctadecylammonium bromid 

DOGS. ( (C18) 2 GlySper3 + ) . N,N-di6ctadecylamido-glycyl-spermin 

(Transfectam®) ; 
LC18) 2 Gly + N,N-dioctadecylamido-glycin 

"OEPC • l,2-dioleoyl-sn-glycero-3-ethylphosphocholin . oder andere 0-. 
15 Alkyl-Phosphatidylcholin oder-ethanolamine, 

sowie von alien genannten Lipiden mit ungesattigten Fettsaure- 
und/oder Fettalkoholketten deren. gesattigte Derivate - mit 
Dimyristoyl-, Dipalmitoyl- , oder Distearoylketten. • 




20 



Bevorzugte kationische. Lipide zur A y sfuhrung'der Erf indung • umf assen 
. Cholesteryl 3P-N- (Dimethyl-aminoethyl) c'arbamat (DC-Choi), 3-'p-[ N - 

( N , N ' - dime thy 1 aminoe thane ) carbamoyl] cholesterol (DAC-Chol) , (N-[l- 
. (2 / 3-Dioieoyloxy)propyl]-N,N,NTtrimethylammoniiam Salz (DOTAP) 



m 



30 
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In einef beyorzugten Zusammensetzung werden gesattigte synthetische 
hosphatidylcholine, wie DMPC, DPPC oder DSPC, Cholesterin, die 
kationischen Lipide DC-Choi, DAC-Chol oder DOTAP verwendet, wobei 
ganz besonders bevorzugt der Anteil der kationischen Lipide zwischen 
5 und 20mol% be'tragt und der Anteil aller sterolbasierten Lipide 
zwischen 35 und 60% be'tragt; 

Die GrSEe der. Liposomen variiert von 20-1000 nm, bevorzugt von 50- 
800 ran und ganz besonders bevorzugt von SO^OO nm. 



, Die Erfindung betrif'ft auch Verfahren zum Einschluss der Wirkstoffe 
in Liposomen. Fur den Einschluss des gewiinschten Wirkstoffes in die 
Liposomen wird dieser in einer . Puf f erlosung gelSst, mit welcher dann 
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die Liposomen hergestellt werden-. Der Einschluss kann passiv, oder 
mittels des Advanced Loading Verfahrens erfolgen.. W&hrend das 
/passive • Einschliessen " von Molekulen . in Liposomen dem Fachmann 
' bekannt ist, ist das Advanced Loading Verfahren in WO 01/34115 A2 
5 beschrieben, deren Of f enbarungsgehalt an dieser Stelle 
mitaufgenoinmen wird. 

Der passive Einschluss wird bevorzugt dann verwendet, wenn groSe 
Mengen eines gut . 16s lichen . Wirkstof fes eingeschlossen werden sollen. 
10. Dafiir werden Liposomen mit einer Lipidkonzentration von 30 bis 150 
mM,' bevorzugt mit einer Lipidkonzentration von 50 bis 120 mM und 
ganz besonders bevorzugt einer Lipidkonzentration von 80 bis 110 mM 
Gegenwart ' des •* gelosten - Wirkstoffes hergestellt.' Die 
'■^^■Lnschlussef f izienz wird beim pa : ssiven. Einschluss mit zunehmender 
15 Lipidkonzentration gesteiger-t, da das von der Lipiddoppelschicht 
umschlossenfe Flussigkeitsvolumen zunimmt . • 

Um hohe Einschlussef f izienzen zu erzielen, wird der Wirkstof f in 
• . einer - weiter en Ausfuhrung der 'Erfindung mittels des Advanced Loading 

20 Verfahrens in die Liposomen eingeschlossen. Dieses Verfahren wird 
bevorzugt dann verwendet, wenn der Wirkstof f moglichst effizient und 
damit .z.B.* kostensparend in die : Liposomen eingeschlossen werden 
soil. Bei diesem. Verfahren, das auf eine Wechselwirkung 'zwisciien 
Wirkstoff und membranbildenden Substanzien beruht, wird bei niedrigen 

25 Ionenstarken und bei einem pH-Wert gearbeitet, bei welchem der 

•P.eptid- oder Prpteinwirkstof f . in einem anionischen Laduiigszustand 
vorliegt.' Fiir ' viele Proteine ■ oder Peptide , ist /das unter' 
physiologischen Bedingungen, d.h.' bei einem pH-wert zwischen 7 und 8 
der Fall. Die Ladung der Wirkstof fe bei einem gegebenen . pH kann l aus 
30 Datenbanken entnommen werden, etwa der SWISS-PROT oder lasst sich 
, nach bekannt en Algorithmen feerechnen. 

In eiiier weiteren Ausfuhrungsf prm der Erfindung wird das passive 
v Einschluss verfahren mit dem Advanced Loading Pifozess kombiniert. . Bei • 
35 diesem Verfahren' wird der Advanced Loading Prozess mit .einer 
• Lipidkonzentration von . 30 bis 150 mM, / bevorzugt mit einer 
Lipidkonzentration von 50 bis 120 mM und ganz besonders* bevorzugt 
. einer Lipidkonzentration von 80 bis 110 jnM- durchgefiihrt , um die 
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Einschlussraten gegenuber den • einzeinen Verfahren signifikant zu 
erhohen. 

Nach der Liposomenpraparation mittels des" Advanced Loadings oder des 
koxnbinierten Verfahrens wird ■ aussen an der .Liposoxnenmembran 
anhaf tender Wirkstoff von der Oberflache der Liposoxnen entfemt. Das 
geschieht durch eine .. Auflosung der bestehenden Wechselwirkung 
beispielsweise durch Anderung des pH-Wertes pder Erhohung' der 
Ionenstarke .. - 



. Um einen .burst release" zu minimieren, muss nicht eingeschlossener 

V.M| rkSt °^ f ^rennt^erden. Dazu werden geeignete Trenriverfahren 
^rwendet, so dass der Wirkstoff 2U xnindestens 90%' ixn'. L i posom 
15 exngeschlossen ist und weniger als 10% des Wirkstoff es " sich 
ausserhalb des Liposoxns befinden. Hierfttr k5nnen chromatographische 
Verfahren, Zentrifugation, Dialyse.oder Ultrafiltration verwendet 



werden . 



.20 in einer vorteilhaf ten Ausgestaltung der Erf indung werden pH- 
. sensxtiv kationische . Lipide eingesetzt, wie sie in WO 02 066490 und 
US 5965434 .beispielhaf t offenbart sind. Solche Liposomen konnen 
durch pH-Wechsel in einen anderen Ladungszustand .gebracht werden und 
erxaoglichen so die einfache Abtrennung von aussen anhaftendem 
^xrkstoff. Beispiele fur pH-sensitiv kationische Verbindungen sind: 
..^aHistaminyl-Choiesterolheinisuccinat (His-Chol) , 
^^Morpholin-N-ethylamino-cholesterolhemisuccinat (Mo-Chol) . 



em 



30 Leuprolidacetat ( [D-LeuWDes-Gly"] -LHRH Ethylamid) ist 

synthetisch ;hergestellter Agonist des LHRH (luteneizing hormone 
• . releasing horxnone) und wird klinisch vor allexn bei Protstatakrebs / 
Endoxne.triose und ■ vorzei tiger • Pubertat eingesetzt, um den 
Androgenspiegel ixn Serum zu senken... Die- kontinuierliche Gabe von 
35 Leuprolidacetat. fohrt zunachst zu einer ..Erhohung des 
. Testes teronspiegels/ bevor dieser dann bis. auf das Kastrationsniveau 
gesenkt wird. Der initiale Anstieg des Testosterons . ist 
zuruckzufuhren- auf.: eine Stimulation der LHRH Rezeptoren in der 
■ Hypophyse und der dadurch ausgelasten Ausschxittung von LH, welches 
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wiederum die Testosteronproduktion im ' Hoden stimuliert. Nach der 
anfanglichen Stimulation durch Leuprolidacetat kommt es schlieSlich 
zu einer Desensibilisierung -der Rezeptoren in der Hypophyse, wodurch 
die Ausschtittung von LH inhibiert wird. Dies fuhxt." d'ann zu einer 
Absenkung des Testosteronspiegels . 

In einer bevorzugten Ausfuhrung der Erfindung wird Leuprolidacetat 
als Wirkstoff eines erf indungsgemaSen Depotsystems verwehdet. 

Inweiteren Ausftthrungform, der Erfindung werden Antigene ' oder 
Antigenfragmente als Wirkstoffe eines erf indungsgemaSe.n Depotsystems 
zur Vakzinierung verwendet. 
In einer weiteren • Ausfuhrungsf orm Werden therapeutisch nutzbare 
_ ^fcnsuline als Wirkstoffe . fur . ein erf indungsgemaSes Abgabesystem 
•^B-ngesetzt . 
.15 • 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele waiter erlautert, 
ohne auf diese Ausftthrungen begrenzt zu sein. 

20 



Beschreibung der Abbildungen 

• 25 Abbiidung 1 ' ' 

•Vergleich der liposomalen Depotsysteme. aus Beispiel 4 der 
vorliegenden Erfindung mit der injizierten Kontrollprobe (K 3) im 
'Tiermodell 

..-..[,■■ ... 

30 Abbiidung 2 ' 

Vergleich der liposomalen Depotsysteme mit Leuprolidacetat aus 
Beispiel 4 der- vorliegenden Erf indung mit der injizierten 
■Kontrollprobe (P29) im Tiermodell (Serumspiegel Leuprolidacetat) 



35 



Abbiidung 3 



Vergleich der liposomalen Depotsysteme mit Leuprolidacetat aus 
Beispiel 4 der vorliegenden ' Erfindung mit der. injizierten 
Kontrollprobe (P29) im • Tiermodell (Serumspiegel Testosteron) 
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Beispiele 



Beispiel 1 

Einscliluss von Insulin in Liposomen 

Lipidmischungen folgender Zusammensetzung 



Formul i erung 


Zusammensetzung 


1-1 


DPPC/DC-Chol/Chol 




60:10:30 (mol%) 


1-2 


DPPC/DOTAP/Chol 




50:10:40 (mol%) 



rden bei '50 



°C in Chloroform gelost' und anschliefcend im 
10 Rotationsverdampfer im Vakuum vollstandig getrocknet. Der Lipidfilm 
wxrd mit soviel Human-Insul.in-L6sung (rekombinantes' Insulin) (4mg/ml 
Insulin in 10mM HEPES , 300 mM Sucrose, pH . 7,5) versetzt, dass eine 
50mM Suspension entsteht. AnschiieSend wird diese Suspension durch 
, . Schwenken uber 45 Minuten im Wasserbad bei 50°C hydratisiert und far 
15 ( .wextere 5 Minuten im Ultraschallbad behandelt. Danach wird die 
• . Suspension, eingefroren. Es folgen .3 Einfrier- und Auf tauprozesse, 
wobei nach dem Auf tauen jeweils eine 5-minutige Behandlung im 
. Ultraschallbad erfolgt. 

Nach dem letzten AUf tauen werden die Liposomen mehrfach durch eine 

eMembran ■ mit einer Poreiiweite von 200nm oder . 400nm. extrudiert 
(Avestin LiposoFast, Polycarbonat-Membran mit einer Porenweite von 
200 oder 400nm) . Nach . der Extrusion - wird die erhaltene Suspension- 
durch Zugabe einer Stammlosung Glycin-HCl, pH 3,5 urld NaCl 
umgepuffert. Nach einer Filtration ' der- Liposomen durch 0,8 m 
erfolgt die Abtrennung des nicht-eingeschlossenen Insulins durch' 
drexmalige Sedimentation in der Ultrazentrifuge bei 60000x g, 45 
mxn. Durch Zugabe einer HEPES- Stammlosung, p H 7,5 wird wieder ein 
Physiologischer p H eingestellt . Die Menge des • eingeschlossenen 
insulins wird nach einer Extraktion mit- CHC1 3 . und CH 3 0H mittels RP- 
HPLC.bestimmt, Es ergeben sich Einschlussraten von 80-100 % Insulin 



• 25 
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Beispiel 2 

Einschluss yon Alkalischer Phosphatase (AP) izx Liposome* 



Eine Lipidmi'schung der folgender Zusammensetzung: 



Formul i erung 


^Zusammensetzung. 


AP-1 


DPPC/DOTAP/Chol 




50:10:40 (mol%) 



wird bei .50 °C in Chloroform gele'st . und anschlieSend *im , 
Rotationsverdampfer im Vakuum voilstandig getrockne.t. Der .Llpidfilm 
wird mit soviel AP-L6sung (from bovine intestinal mucosa). (5 mg/ml 

• in lOmM HEPES, 300 mM Sucrose, pH 7,5) versetzt, dass eine 50mM ' 
spension .ehtsteht. AnschlieSend wird- diese ' Suspension fur .45 
Minuten im Wasserbad bei 509c unter Schwenken hydratisiert und fur 
weitere 5 Minuteh im- Ultraschallbad behandelt. . Danach wird die 
Suspension eingefroren. Es folgen 3 Einfrier- und Auf tauprozesse, 
wobei nach dem, Auftauen jeweils eine 5-minutige Behandlung im 
Ultraschallbad erfolgt. ■ • 

Nach dem letzten Auftauen werderi die Liposomen mehrfach : durch eine 
Membran mit einer Porenweite von 200nm oder 400nm extrudiert 
(Avestin LiposoFast, Polycarbonat -Membran mit einer Porenweite von 
20 200 oder 400nm) . Nach der Extrusion wird die Ionenstarke der'.. 
erhaltenen Suspension durch Zugabe einer Stammlosung NaCl verandert. . 
Die Abtrennung der nicht-eingeschlossenen AP erfolgt durch 
Idreimalige' Sedimentation' in der Ultrazentrifuge bei 60000 x g iiber 
45 min. Die Menge der eingeschlossenen AP wird nach einer 
organischen .Fallung. mit CHC1 3 und CH 3 0H mittels .eines Protein-Assays 
) (BCA Protein Assay Reagent Kit, Perbio) erndttelt. Dariiberhinaus 
wird die Aktivitat der eigeschlossenen AP mittels eines Enzymassays ' 
(p-Nitrophenylphosphat Test) bestimmt. Es ergeben sich 
' Einschlussraten von 40-50 4 AP. 
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Beispiel 3 

Einscliluss von . Znulin in Liposomen 

Lipidmischungen folgender Zusammensetzung:- 
Formulierung Zusammensetzung 



P-20 . DPPC/DC-Chol/Chol 

60:10:30 (mol%) 
P-21 DPPC/DOTAP/Chol 
50:i0:40 (mol%) 
P-23 . DPPC/DPPG 

• 40:60 (mol%) 




rerden bei 50 • °C in Chloroform gelost und ansqhlieSend im 
. Rotationsverdampfer im Vakuum vollstandig getrocknet. Der Lipidfilm 
wird mit soviel 3 H-Inulin-L6sung (18,5 MBq/ml 3 H-Inulin in 10 mM 
HEPES, 150 mM Nad, pH 7,5) versetzt,. dass eine lOOmM Suspension 
entsteht. AnschlieEend wird diese Suspension fur 45 Minuten im 
Wasserbad bei 50°C unter Schwenken h^dratisierf. Danach wird die 
Suspension eingefroren. Es f olgen • weitere 3 Einfrier- und 
Auftauprozesse. 

Nach dem dritten Auf'tauen werden die Liposomen mehrfach durch eine 
Membran mit einer Porenweite von 20.0 nm extrudiert (Avestin 
LiposoFast, Polycarbonat-Membran mit einer Porenweite 200 nm)-. Die 

•btrennung des nicht-einges chios senen 3 H-Inulins erfolgt uber ein.e 
elfiltrat.ion (G75-Saule,' Pharmacia). Die Menge des eingeschlossenen. 
20 3 H-Inulins wird. nach der Abtrennung im' Scintillationszahler bestimmt . 
Es ergeben sich Einschlussraten von 10r-25 % 3 H-Inulin. 
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Beispiel 4 . 

Eizisatz von liposomalen Depot syst emen im Tiermodell 

Die .verschiedenen £.iposomen ' nach Beispiel 3 wurden in einer 
5 Konzentration von 20mM Lipid -in einem Volumen von 0;5mL subkutan in 
gesunde Ratten (3 Tiere pro Gruppe) injiziert. Eine Kontrollprobe 
mit. Leerliposomen und nicht vef kapseltem 3 H-Inulin wurde ebenfalls in 
einem m Volumen von 0,5 mL subkutan verabreicht . Die 
pharmakokinetischen" Daten wurden durch Blutabnahmen zu verschiedenen 
10 .Zeitpunkten gewonnen. Die gesamte Versuchs.dauer der Tiers tudie 
' betrug 6 Wochen. Das Allgemeiribef inden aller Tiere war. uber die 
Versuchsdauer gut." .Nur ein Tier der Gruppe P20 zeigte am Versuchstag 

•0. fur ca. lh starke Atemgerausche . 
ie Inulingehalte wurde Verbrennen der Blutprob f en (Oxidizer Ox 500 , 
15. Zins'er) und anschliessender Scintillationsmessungen bestimmt. 
f ■ Die Formulierungen und die relativen Bioverfugbarkeiten bis t=42 d 
sind in folgender Tabelle dargestellt: 



/1<n 



Formulierung 


Zusammensetzung 


Relative 
bis t=42 


Bioverf ugbarkeit • 
Tage [%] 


K-3 


DPPC/DPPG/Chol 
50:10:40 (200 ,nm) 
+ 3H-Inulin aussen 


100 


! 


P-20 " 


DPPC/DC-Chol/Chol 
60:10:30 (200 run) . 


136,5 






DPPC /DOTAP / Choi 
50:1Q:40 (200 nm) 


120 . 




P-23 


DPPC/DPPG 
•40:60 (200 nm) 


142 


I 



20 
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Beispiel 5 

Einschluss von Leuprolidacetat in Liposomen 

r 

Lipidmischungen deir folgenden Zusammensetzung: 



Formul ierung 


Zusammensetzung 


P-26 . 


DPPC/DC-Chol/Chol 




60:10:30 (mbl%) 


P-27 


DPPC / DOTAP / Cho 1 




50:10:40 (mol%) 



werdeh bei 50 °C in Chloroform gelost und anschlie£end im 
Aptationsverdampfer im Vakuum -vollstandig getroqknet. Per Lipidfilm 
^ird mit soviel Leuprolidacetat- Losung (95'. mg/ml in 10 mM HEPES / 150 
.mM NaCI, pH 6) versetzt , dass eine 100 mM Suspension entsteht. 
Anschliefiend , wird dies'e Suspension far .45 Minuten im Wasserbad bei 
50°C . Unter ScHwenkeb hydratisiert . Danach wird' die Suspension 
eingefroren. • Es folgeh weitere 3 Einfrier- und * Auftauprozesse . 
Nach dem letzten Auftauen werden die Liposomen mehrfaich durch eine 
Membran mit einer Porenweite von 400 nm extrudiert. (Avestin 
LipospFasf, Polycarbonat -Membran mit einer Porenweite. 400 nm) , Die 
» Abtrennung des - nicht-eingeschlossenen Leuprolidacetats erfolgt durch 
dreimalige Sedimentation in. der Ultra'zentrifuge bei . 60000 x g uber 
45 min. Die .Menge des eingeschlossenen Leuprolidacetats wird nach 
einer -Extraktion' mit : CHC1 3 und CH 3 0H mittels RP-HPLC bestimmt. Es 
ergeben sich Einschlussraten von ca. 15 % -Leuprolidacetat. 
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Beispiel 6 

Einsatz von liposomalen Depot syst emen im Tiermodell 

Die verschiedenen Liposomen riach Beispiel 5 wurden in einer 
5 Konzentration von 25-30mM Lipid in einem Volumen von 0,5mL subkutan 
in gesunde mannliche . Ratten (3 Tiere pro Gruppe) injiziert,. Eine 
Kontrollprobe mit Leerliposomen und nicht verkapseltem 
Leuprolidacetat wurde ebenfalls in einem Volumen von 0,5 mL subkutan 
verabreicht . Die pharmakokinetischen. Daten wurden erhalten durch 
,10- Blutabnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten, , das- Gewinnen von Serum 
und die Bestimmung der Leuprolidacetatkbiizentration im Serum niittels 
ELISA (Peninsula).- . ' 
la .Leuprolidacetat • den Testosteronspiegel der .mannlichen Ratten 
feeinflusst, wurde die Testosteronkonzentration im Serum ebenfalls 
uber den gesamten Zeitraum mittels ELISA (DRG) bestimmt . Die gesamte 
. Versuchsdauer der Tiers tudie betfug. 6 Wochen. Das Allgemeinbef inden 
aller Tiere war uber die Versuchsdauer gut. Die Formulierungen und* 
die relativen Bioverf iigbarkeiten bis t=42 d' sind in. folgender 
Tabelle dargestellt: 
20 • 




Formulierung Zusammensetzung 




GroiSe* [nm] Relative 

Bioverfiigbarkeit bis 
t=42 Tage [%] 



pP-29 


DPPC/DC-Chol /Choi 
60:10:30 

+ Leuprolid aussen 


290 ' 


100 


P-26 ■ 


DPPC/DC-Chol /Choi 
60:10:30 


305 


• 117 . 


P-27 


DPPC/DOTAP/Chol 
50:10:40 (200 nm) 


282 


98 

i 
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Patentanspriiche / 



1. Abgabesystem zur verzogerten Wirkstoff freisetzung/ dadurch 
5 gekennzeichnet, dass es Liposomen enthaltend neutrale und 

kationische. Lipide, sowie einen Wirkstoff umf ass t . 

. 2. Abgabesystem nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet ■ dass die 
Liposomen pH-sensitiv kationische Lipid<5 umfassen. 



10 



3. Abgabesystem. nach einem der vorgehenden Ansprjidhe , dadurch 

gekennzeichnet, . dass der Wirkstoff ein therapeutisches Peptid 
'Qder Protein umf asst. 



15 4. -Abgabesystem nach einem. der vbrgehenden Anspruche, dadurch* 

gekennzeichnet, dass der Wirkstoff. zu mindestens 90% im.Liposom 
eingeschlossefn ist und weniger als 10% sich au£erhal.b des 
Liposoms befindeb. • 

10 5. Abgabesystem zur verzogerten Wirkstoff freisetzung nach einem 
. der vorgehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die ' 
.Abgabe des Wirkstoff es mindestens 1 Woche anhalt. 

6. Abgabesystem .nach einem der vorgehenden Anspruche , ' dadurch " 
gekennzeichnet, dass die Liposomen ' 

5m» , - * us gesatti&ten synthetischen* Phosphatidylcholines 
ausgewahlt aus der Gruppe DMPC, DPPC und/oder DSPC, 
- aus Cholesterol, . 
j - die katiqnischen Lipide ausgewahlt aus der Gruppe DC^Chol, 

0 DAC-Chbl und/oder DOTAP " . 

zusammengesetzt sind. 

7. Abgabesystem nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die * 
kationischen Lipide ph-sensitiv kationisch sind und ausgewahlt . 

5 ' aus der Gruppe His -Choi xind/oder Mo-Chol. 
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8. Abgabesystem nach Anspruch 6 oder 7 , . dadurch gekennzeichnet , 
dass der Anteil der kationischen Lipide zwischen 5 und 20mol%- 
betragt und der Anteil aller sterolbasierten Lipide. zwischen 35 
jind 60% betragt. • 

5 

9. Abgabesystem. nach einem der vorgehenden AnsprCiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die GroBe der Liposomen vari'iert von 20- 

\ 1000 nm, insbesondere von 50-800 nm, beyorzugt von 50-300 fun. 

10 10.. Verfahren &ur Herstellung eines liposomalen Depots mit 

kationischen Lipiden dadurch gekennzeichnet, dass ' / . 
* *- Liposomen in Gegenwart einer "was srigen Wirkstof flosung • 
hergestellt werden, wobei Lipidkonzentrationen von 50 bis 
120mM, bevorzugt. von 80 bis 110 mM verwendet werden/ 
15 - nichteingeschlossener, * uberschiissiger Wirkstof f von den 

Liposomen abgetrennt wird. 



11. Verfahren zur Herstellung eiries liposomalen Depots mit 
20 kationischen Lipiden dadurch gekennzeichnet., dass 

- Liposomen. in Gegenwart von Wirkstof f hergestellt werden, 
• . wobei bei einem pH-Wert gearbeitet wird, bei welchem der " 

. Peptid-oder Prpteinwirkstof f in einem aniohischen 

Ladungszustand vorliegt, • , ' 

. jjjj^ . - nach der Herstellung an der Aussenseite der Membran haf tender 
Wirkstof f durch eine Veranderung des pH-Wertes oder. einer 
.Erhohung der Ionenst&rke abgelost / wird, 

- nichteingeschlossener, uberschiissiger Wirkstof f von den 
Liposomen- abgetrennt wird. * * 

30 ' * 

12. Verfahren nach Anspruch 11,. dadurch gekennzeichnet , dass. 
Lipidkonzehtrationen von 50 bis 12 0 mM, bevorzugt von 80 bis 
110 mM verwendet werdeh. 

35 ■ *' . 

13\ Verwendung des Abgabesys terns nach einem der vorhergehenden 
Ansprtiche zur Herstellung eines Arzneimittels . 
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14. Verwendung des Abgabesys terns nach' einem der vorhergehenden 
' Ansprtiche zur subkuta!nen oder intramUskularen Application. 

15 . Verwendung des Abgabe systems nach einem oder mehrerer der 

5 'Ansprtiche 1 bis 9 fur ein Depot von LH?RH-Agonisteh oder GiiRH- 

Analoga dadurch gekennzeichnet , dass die Liposomen 

- aus DPPC, Cholesterol, . 

- aus den katioriischeri Lipide DC-Choi oder DOTAP 
aufgebaut sind und • , 

.10 LHRH-Agonisten oder GnRH-Analoga wie Leuprolidacetat , 

Buserelin, Goserelin oder Triptorelin 
als Wirkstoff enthalten. ' • 



Verwendung eines Abgabesys terns nach AnspruchlS fur ein Depot 
15 fur Insulin dadurch . gekennzeichnet, dass die . Liposomen ein* 

thefapeutisch nutzbares Insulin enthalten: 

. 17 . Verwendung eines Abgabe systems nach einem oder mehrere der , 
Ansprtiche 1 bis 9 fur ein Depot von Heparin dadurch 
20 .gekennzeichnet, dass die Liposomen Heparin enthalten. . 

18. Verwendung des Abgabesys terns nach einem oder mehrerer der 
Ansprtiche 1 bis 9 fur ein Depot von Antigenf ragmenten zur 
Vakzinierung. 
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